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k57 Resumen:
Sntesis de antibioticos semisinteticos monobacta-
micos o lactamicos con el empleo de derivados es-
tabilizados por distintos metodos de Penicilina G aci-
lasa de distintas fuentes microbianas segun una es-
trategia termodinamicamente controlada en sistemas
monofasicos agua/consolventes organicos apolares,
donde la concentracion del cosolvente oscila entre el
30% y el 90%, la temperatura entre -10C y 50C,
el pH entre 4,5 y 8,5, con unas concentraciones de
nucleo antibiotico entre 0,5 y 875 mM y de donador
de acilo entre 0,2 mM y 1 M, con una relacion anillo
antibiotico/donador de acilo libre o activado, usando
tampon entre 0 y 1 M. De aplicacion en la industria
farmaceutica.
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DESCRIPCION
Un gran numero de productos de conden-
sacion con destino nal en la alimentacion,
qumica na o industria farmaceutica son normal-
mente sintetizados por procedimientos qumicos,
donde se requiere habitualmente el empleo de co-
solventes muy contaminantes. La necesidad de
proteger al medio ambiente ha motivado un gran
incremento en la busqueda de rutas alternativas
menos contaminantes. En este marco, la inge-
niera enzimatica se revela como una posible al-
ternativa.
En el caso de los antibioticos semisinteticos, el
empleo de Penicilina G Acilasas para su sntesis
tiene, ademas, una serie de ventajas. Entre ellas
podemos destacar que no hay necesidad de prote-
ger el grupo carboxilo del nucleo antibiotico, ni el
grupo en oo del donador de acilo (como por ejem-
plo en el caso de la fenilglicina, acido homoptalico,
etc.) o los grupos en cualquiera de las otras posi-
ciones (sustituyentes del anillo de muchos tiazo-
les, imidazoles, etc.), que la reaccion es estereos-
pecca (importante cuando el donador de acilo
es quiral como la fenilglicina o el mandelico), que
las condiciones de reaccion son suaves.
La Penicilina G Acilasa es el enzima empleado
habitualmente por las industrias farmaceuticas
como catalizador de la reaccion de hidrolisis de
Penicilina G para la obtencion de acido 6 amino-
penicilamico (6APA), punto de partida para la
sntesis de muchos antibioticos  lactamicos.
Desde hace a~nos, la Penicilina G Acilasa se ha
intentado utilizar como catalizador de la segunda
parte del proceso, la sntesis de antibioticos semi-
sinteticos (M. Cole en Biochem. J. (1969) 115,
757), hasta ahora sin mucho exito. Dado que
los metodos de produccion, puricacion, etc. de
este enzima desde muy diversas fuentes microbia-
nas son ya conocidos y practicados habitualmente
por las empresas farmaceuticas, parece sencilla la
implantacion del mismo en otras reacciones di-
ferentes, en este caso la sntesis de antibioticos
semisinteticos.
La Penicilina G Acilasas puede catalizar la
sntesis de antibioticos semisinteticos segun varias
estrategias (Kasche en Enzyme Microb. Technol,
1986, vol 8, (4-16)). A continuacion comentare-
mos las principales.
En la sntesis cineticamente controlada, se uti-
liza un donador de acilo activado (en forma de
amida o, mas habitualmente, de ester) para al-
canzar un rendimiento maximo transitorio de pro-
ducto alejado de las concentraciones de equili-
brio. Esta es una de las estrategias mas popu-
lares (V. Kasche en Biotechnology Letters, 1985,
Vol 7 N 12; T. Takahashi, K. Kato, Y. Yama-
zaki y M. Isono en The Japanese Journal of Anti-
biotics dec. 1977,..), debido fundamentalmente a
las suaves condiciones de reaccion utilizadas, que
permiten la utilizacion de enzimas y derivados en-
zimaticos sin estabilizar, y a la elevada actividad
que el enzima muestra en estas condiciones. Un
hecho a resaltar es que los rendimientos maximos
transitorios obtenidos dependen del enzima utili-
zado. Esta estrategia de sntesis no ha conseguido
hasta el momento resultados sucientemente bue-
nos (T.A. Savidge en Drugs and the Pharmaceuti-
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cal Sciences, Vol 22, 1984). Una va para mejorar-
los parece ser el empleo de cosolventes organicos
en el medio de reaccion, lo que supone unas con-
diciones de reaccion mas drastica en las que la
estabilidad del enzima comienza a tener impor-
tancia. Pocos trabajos se han orientado en esta
direccion. (Kasche en Methods in Enzimology ,
1987, Vol 136, (26) y en Biotechnology Letters
Vol 7 N 12 (877-882)).
La otra estrategia de sntesis que considera-
remos es la termodinamicamente controlada. En
ella el rendimiento conseguido viene dado solo por
la constante termodinamica. Podemos realizar la
reaccion sin necesidad de activar el donador de
acilo. Si utilizamos un sustrato activado, podre-
mos mejorar notablemente la velocidad del pro-
ceso. Este tipo de estrategia tiene dos modali-
dades principales, dependiendo de que el sistema
sea monofasico o bifasico. En este caso el empleo
de un derivado de acilasa u otro (ya sea distinta
fuente bacteriana del enzima o metodo de prepa-
racion del derivado) solo variara la velocidad de
la reaccion.
En la sntesis termodinamicamente controlada
en sistemas bifasicos, se emplea un cosolvente in-
miscible con el agua en el que el antibiotico tenga
una mejor solubilidad que en el agua, elevando
de esta forma el rendimiento al retirar del me-
dio de reaccion el producto. En esta estrategia se
requiere un control muy no de la actividad agua.
En la sntesis termodinamicamente contro-
lada en sistemas monofasicos, se emplean mezclas
agua/cosolventes organicos miscibles para despla-
zar el equilibrio en el sentido de la sntesis, par-
tiendo de los dos sustratos sin modicar. Con-
sideramos que este tipo de sistemas es el de
eleccion, siempre que sea posible utilizarlo.
La principal ventaja que tiene frente a las
otras dos estrategias de sntesis es su mayor sim-
plicidad, lo que permite un mejor dise~no del reac-
tor y de la reaccion.
As, frente a la sntesis cineticamente con-
trolada, podemos decir que la sntesis termo-
dinamicamente controlada:
1.- No requiere la activacion del donador de
acilo, con lo que en todo momento solo hay en
el medio el anillo antibiotico, el donador de acilo
y el antibiotico. En la cineticamente controlada
habra que a~nadir el ester o la amida del donador
de acilo.
2.- En el caso de utilizar un donador de acilo
activado en forma de ester o de amida, podremos
conseguir una velocidad del mismo orden que los
sistemas cineticamente controlados y al nal la
concentracion del donador de acilo activado sera
muy baja, si se elige de forma cuidadosa el acti-
vador. En la sntesis cineticamente controlada,
normalmente el maximo rendimiento puede al-
canzarse cuando todava una gran cantidad de
donador de acilo activado quede en el medio.
3.- El rendimiento conseguido es estable,
frente al rendimiento transitorio que se alcanza
en la sntesis cineticamente controlada.
4.- El rendimiento que se alcanza es constante
al no depender del estado del catalizador. La de-
sactivacion de este solo modicara la velocidad
con que se alcance el equilibrio. En la sntesis
cineticamente controlada el rendimiento podra
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variar a lo largo del tiempo, segun se desactive
el enzima.
5.- El rendimiento global de la reaccion puede
mejorarse elevando la concentracion de los dos
sustratos simultaneamente, o puede mejorarse el
rendimiento respecto al nucleo antibiotico aumen-
tando la concentracion del donador de acilo (mas
barato, estable y, en muchos casos, soluble). En la
sntesis cineticamente controlada solo puede me-
jorarse aumentando la concentracion de anillo an-
tibiotico.
6.- Las condiciones de reaccion pueden va-
riarse a lo largo de un proceso con vistas a mejorar
la velocidad de la reaccion sin perder rendimiento,
en la sntesis cineticamente controlada esto di-
cultara aun mas el dise~no del reactor.
7.- Muchos antibioticos parecen ser casos muy
favorables para este tipo de estrategia de sntesis
al no tener los pk del carboxilo y del amino muy
alejados (como veremos mas adelante esto es muy
importante para que los rendimientos en este tipo
de sntesis sean aceptables).
8.- Si conseguimos, segun el punto 4, rendi-
mientos cercanos al 100 % para el nucleo an-
tibiotico, la separacion del antibiotico de la mez-
cla de reaccion sera muy sencilla: solo habra que
separar el antibiotico del exceso de donador de
acilo.
Respecto a la sntesis termodinamicamente
controlada en sistemas bifasicos, la sntesis ter-
modinamicamente controlada en sistemas mo-
nofasicos tiene las siguientes ventajas:
1.- El control del pH es mucho mas sencillo
en los sistemas monofasicos que en los sistemas
bifasicos.
2.- La concentracion de agua en los sistemas
monofasicos puede considerarse constante a lo
largo de la reaccion, mientras que requiere un con-
trol muy no en los sistemas bifasicos.
3.- La sntesis en sistemas bifasicos debe rea-
lizarse en estatico con una fuerte agitacion, la
sntesis en sistemas monofasicos admiten el dise~no
en continuo o en estatico.
4.- En el sistema bifasico una gran parte del
volumen del reactor puede no ser aprovechada, ya
que en muchos casos la relacion agua/cosolvente
debe de ser muy alta y por tanto la proporcion
de tanque donde podemos situar el enzima puede
encontrarse muy disminuida.
Dise~no de la reaccion de sntesis.
Hasta hoy, los resultados conseguidos con esta
estrategia de sntesis han sido muy pobres (B.
McDougall, P. Dunmil and M.D. Lilly en Enz-
yme Microb. Technol., 1982, Vol 4, (114-115)) a
pesar de las buenas perspectivas iniciales. Consi-
deramos que solo un dise~no conjunto de los deri-
vados de Penicilina G Acilasa y de la reaccion de
sntesis permite trabajar en un margen de condi-
ciones sucientemente amplio para conseguir bue-
nos resultados, como ya veremos a lo largo de esta
introduccion.
La reaccion que presentamos en esta patente
puede expresarse, de forma general, como:
NUCLEO ANTIBIOTICO + DONADOR DE
ACILO  !
PA
A NTIBIOTICO + H2O
La constante de esta reaccion sera:
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Kap =
(ANTIBIOTICO) . (H
2
O)
(NUCLEO)
0
. (DONADOR)
0
Kter =
(ANTIBIOTICO) . (H
2
O)
(NUCLEO. NH
2
) . (DONADOR.COOH)
Si hacemos F =
(NUCLEO.NH
2
) . (DONADOR.COOH)
(NUCLEO)
0
. (DONADOR)
0
Kap = Kter . F
Por lo tanto, debemos tener en cuenta que solo
las formas no ionicas intervienen en el equilibrio.
Por lo tanto, las diferencias entre los pKs de los
dos sustratos deben de ser lo mas peque~nas po-
sibles, el ideal sera que el pK del amino fuera
inferior al pK del carboxilo. En unas condicio-
nes dadas, dos son las principales opciones que
tenemos para mejorar el rendimiento:
. Disminuir la concentracion del producto no
deseado, en este caso el H2O.
. Tener un F lo mas proximo a 1 posible, de
forma que la constante aparente se parezca
lo mas posible a la constante termodinamica
real.
Estos dos efectos se consiguen a~nadiendo al
medio cosolventes organicos: disminuiremos la
actividad agua y aumentaremos el porcentaje de
formas no ionizadas, fundamentalmente del dona-
dor de acilo, como consecuencia del aumento de
su pKap por la mayor apolaridad del medio, lo
que estabiliza las formas no ionicas.
El segundo de estos efectos es el principal y
sera mayor cuanto mayor sea la apolaridad del
cosolvente y su concentracion. De esta forma po-
demos conseguir elevar el pK del carboxilo por en-
cima del pK del amino, pudiendo encontrar con-
diciones de pH en las que practicamente todo el
amino este como forma no ionizada, pero en las
que tengamos una cantidad muy grande de car-
boxilos protonados.
Sin embargo, a la hora de realizar el dise~no
de una reaccion con un enzima, se hace necesa-
rio considerar los posibles efectos deletereos del
cosolvente sobre el propio enzima.
Estos posibles efectos podemos dividirlos en
dos tipos:
. Aquellos que afectan a la estructura tridi-
mensional del enzima, bien de forma inme-
diata, provocando la cambios en la activi-
dad del enzima, bien variando la velocidad
de los cambios a largo plazo, provocando
cambios en la estabilidad.
. Las posibles interacciones uni o multipun-
tuales directas con ciertos residuos del en-
zima involucrados en la actividad cataltica
del enzima, provocando su inhibicion. Este
efecto tiene una gran importancia en el caso
de la Penicilina G Acilasa.
Desafortunadamente, los efectos deletereos de
los cosolventes sobre la Penicilina G Acilasa van
en el mismo sentido que su efecto positivo sobre la
constante termodinamica: se hacen mas drasticos
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a medida que aumentamos la apolaridad y la con-
centracion de los mismos. (G. Alvaro, Tesis doc-
toral Universidad Autonoma, 1988).
Por lo tanto, la eleccion adecuada del cosol-
vente es un factor crtico a la hora de efectuar un
dise~no adecuado de esta reaccion de sntesis.
El empleo de derivados estabilizados protegera
al enzima de parte de los primeros efectos, pero
solo por azar podra evitar los segundos.
En el caso de los nucleos antibioticos, ademas,
hay que tener muy en cuenta la solubilidad de
estas moleculas, as como su estabilidad, en las
diversas condiciones de reaccion.
Por todo ello, consideramos que un dise~no de
esta reaccion que tenga utilidad practica, debe de
considerar al menos cinco puntos:
.1-. Actividad del derivado enzimatico.
DISE~NO DEL CATALIZADOR
.2-. Estabilidad del derivado enzimatico.
.3-. Solubilidad del nucleo antibiotico.
.4-. Estabilidad del nucleo antibiotico y del
antibiotico.
DISE~NO DE LA REACCION
.5.- Termodinamica del proceso.
Evidentemente, cuanto mayor sea la estabi-
lidad y actividad de nuestros derivados, menos
peso tendran los puntos 1 y 2 en la ingeniera de
la reaccion y mayores seran las posibilidades de
encontrar las condiciones adecuadas de los puntos
3, 4 y 5 para cada antibiotico.
En cada caso, dependiendo del donador de
acilo y del nucleo antibiotico, habra que estudiar
de forma integrada las condiciones optimas para
los cinco puntos anteriores: pH. T, % y naturaleza
del cosolvente, fuerza ionica ..., llegando a situa-
ciones de compromiso, que normalmente no reco-
geran los optimos de ninguno de los parametros
en particular.
Resulta evidente que unas condiciones en las
que la vida operativa del reactor sea muy corta
deberan de ser rechazadas, por muy buenos ren-
dimientos que se obtengan (como ocurrira si in-
troducimos Penicilina G Acilasa soluble en una
mezcla 70 % de cosolvente apolar/30 % acetato,
a pH 5 y 50C). Lo mismo ocurrira si en unas de-
terminadas condiciones tenemos una elevada es-
tabilidad del derivado enzimatico, pero las solu-
bilidades de los sustratos o los rendimientos son
bajos (esto es lo que ocurre en agua o en mezclas
agua/cosolventes suaves). En cuanto a la activi-
dad, unas condiciones en las que la inhibicion de
los cosolventes, productos o sustratos bloqueen la
actividad enzimatica, ni siquiera permitira llegar
a las condiciones de equilibrio.
Si no empleamos ningun cosolvente, la estabi-
lidad del enzima es buena, su actividad tambien,
pero solo se obtendran unos rendimientos acepta-
bles en unos margenes de pH muy restringidos (J.
O’Sullivan and C.A. Aklonnis en The Journal of
Antibiotics, Julio 1984).
El uso de cosolventes suaves, como glicerina,
etilenglicol o polietilenglicol, no amplia apenas el
margen de condiciones en los que nos podemos
mover aun a altas concentraciones (45 % de eti-
lenglicol, B. McDougall, P. Dunnill and M.D. Li-
lly en Enzyme Microb. Technol., 1982, Vol 4),
al no afectar apenas los pKs de los donadores de
acilo con lo que los resultados obtenidos no son
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sucientemente buenos para su aplicacion a escala
industrial.
Tampoco el uso de cosolventes muy apolares,
pero a bajas concentraciones es suciente para lo-
grar resultados satisfactorios (20 % de acetona o
dimetil sulfoxido: V. Kasche en Methods in En-
zimology, 1987, Vol 136 (26)).
Consideramos, por lo tanto, que a pesar de los
graves efectos deletereos de los cosolventes apola-
res, se hace imprescindible trabajar con ellos (me-
tanol, butanodiol, etanol, acetonitrilo, acetona,
tetrahidrofurano, dimetilformamida, dioxano, di-
metilsulfoxido ...) a concentraciones elevadas, en-
tre el 30 y el 90 %. Solamente estas drasticas con-
diciones tendran un efecto suciente sobre los pKs
de los donadores de acilo (R. Fernandez-Lafuente,
G. Alvaro y J.M. Guisan, manuscritos en prepa-
racion). Logicamente, solo derivados de Penici-
lina G Acilasa con una elevada estabilidad y ac-
tividad podran ser utilizados a escala industrial e
incluso, en muchos casos, a escala de laboratorio.
De esta forma podemos conseguir buenos rendi-
mientos en una amplia escala de pH, T, etc. que
permitan encontrar valores practicos de solubili-
dad y estabilidad de sustratos y productos.
Las condiciones de pH y T optimas para la
solubilidad y estabilidad de sustratos y productos,
as como la constante termodinamica, seran muy
variables dependiendo del antibiotico en cuestion,
segun el caso pueden oscilar entre pH 4,5 y pH 8,5
y una temperatura entre -10C y 50C.
Volvemos remarcar que solo con derivados de
Penicilina G Acilasa muy estables y activos sera
posible evitar que estos factores limiten de forma
muy drastica estos margenes.
A ttulo orientativo, pero no limitativo de la
invencion se exponen a continuacion los siguientes
ejemplos:
Ejemplo 1
Se prepara una disolucion de 100 ml con las
siguientes concentraciones: 40 % v/v de Dimetil
formamida (DMF), 100 mM de acido 6 amino pe-
nicilanico (6 APA), 200 mM de acido mandelico
(AFA) y 250 mM de acetato, ajustando el pH a
7.0 a 25C. Enfriamos esta mezcla a 15C.
Por otro lado, preparamos una columna con 10
ml de un derivado Agarosa (aldehido) 10 BCL -
(amino) penicilina G acilasa de K. citrophila con-
teniendo 600 Unidades Internacionales de enzima
por mililitro de derivado refrigerada a 4C.
Se recircula la mezcla a traves de la columna a
un flujo de 1.0 ml/min y se ajusta externamente el
pH a 7.0. Al cabo de 7 horas habamos conseguido
un rendimiento de 80 % con una concentracion
nal de Antibiotico ( hidroxipenicilia) del 3.5 %
y sin observarse apenas hidrolisis inespecca del
mismo (menos del 0.5 %).
Ejemplo 2
Se prepara una disolucion de 100 ml con las
siguientes concentraciones: 50 % v/v de Dime-
til formamida (DMF), 100 mM de acido 6 amino
penicilanico (6 APA), 200 mM de acido fenil-
propionico y 250 mM de acetato, ajustando el pH
a 6.5 a 25C. Enfriamos esta mezcla a 15C.
Por otro lado, preparamos una columna con 10
ml de un derivado Agarosa (aldehido) 10 BCL -
(amino) penicilina G acilasa de K. citrophila con-
teniendo 600 Unidades Internacionales de enzima
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por mililitro de derivado refrigerada a 4C.
Se recircula la mezcla a traves de la columna a
un flujo de 1.0 ml/min y se ajusta externamente el
pH a 7.0. Al cabo de 7 horas habamos conseguido
un rendimiento de 87 % con una concentracion
nal de Antibiotico ( - metil penicilina) del 3.5
% y sin observarse apenas hidrolisis inespecca
del mismo (menos del 0.5 %).
Ejemplo 3
Se prepara una disolucion de 200 ml con las
siguientes concentraciones: 50 % v/v de Dime-
til formamida (DMF), 50 mM de acido 7 amino
cefalosporanico (7 ACA), 200 mM de acido tieni-
lacetico (AT), ajustando el pH a 7,2 a 4C.
Por otro lado, preparamos una columna con
15 ml de un derivado Agarosa (aldehido) 10 BCL
- (amino) penicilina G acilasa de K. citrophila
conteniendo 600 Unidades de enzima por ml de
catalizador y la refrigeramos a 12,5C.
La salida de la columna se acopla a un tan-
que con agitacion, tambien refrigerado, contro-
lado por un pHstato que a~nadira ClH/DMF con
el n de mantener el pH en el rango de interes.
Hacemos pasar la disolucion por la columna a
un flujo de 18ml/min. Desechamos los primeros
30 ml. Recogemos los siguientes 135 ml (volumen
total de reaccion aproximadamente 150 ml) en el
tanque agitado e iniciamos la recirculacion. Rea-
lizamos disminuciones de 0,2 unidades de pH por
cada 20-25 % de cefalotina sintetizada, de forma
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que el pH nal es de 6,6. Los analisis por HPLC
dan una conversion de 7ACA a cefalotina de mas
del 93 % tras 5 horas de reaccion.
Ejemplo 4
Se prepara una disolucion de 200 ml con las
siguientes concentraciones: 45 % v/v de Dime-
til formamida (DMF), 50 mM de acido 7 amino
cefalosporanico (7 ACA), 200 mM de acido tieni-
lacetico (AT), ajustando el pH a 7,2 a 15C.
Por otro lado, preparamos una columna con
15 ml de un derivado Agarosa (aldehido) 10 BCL
- (amino) penicilina G acilasa de E. coli con una
actividad hidroltica de Penicilina G de 450 UI,
refrigerada a 15C. La altura de gel en la columna
no debe de superar 1 cm.
La salida de la columna se acopla a un tan-
que con agitacion, tambien refrigerado, contro-
lado por un pHstato que a~nadira ClH/DMF con
el n de mantener el pH en el rango de interes.
Hacemos pasar la disolucion por la columna a
un flujo de 18ml/min. Desechamos los primeros
30 ml. Recogemos los siguientes 135 ml (volumen
total de reaccion aproximadamente 150 ml) en el
tanque agitado e iniciamos la recirculacion. Rea-
lizamos disminuciones de 0,2 unidades de pH por
cada 15-20 % de cefalotina sintetizada, de forma
que el pH nal es de 6,0. Los analisis por HPLC
dan una conversion de 7ACA a cefalotina de mas
del 96 % tras 6 horas de reaccion.
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REIVINDICACIONES
1. \Procedimiento de sntesis de antibioticos
semisinteticos en sistemas termodinamicamente
controlados agua-cosolventes organicos miscibles
apolares con el empleo de penicilina G Acilasa"
caracterizado porque la reaccion se realiza por
condensacion directa del grupo carboxilo de la
cadena lateral del antibiotico y el grupo amino
del nucleo antibiotico, sin necesidad de activacion
previa y proteccion de ninguno de los sustratos,
utilizando concentraciones comprendidas entre el
30 y 90 % de cosolventes apolares y catalizadores
enzimaticos constituidos por derivados inmovili-
zados de penicilina G acilasa por union covalente
multipuntual a soportes activados con grupos al-
dehdo sencillos. La reaccion se realiza a pHs
comprendidos entre 4,5 y 8,5, a unas tempera-
turas entre -10C y 50C, y unas concentraciones
de nucleo antibiotico entre 0,5 y 875 mM y de
donador de acilo entre 0,2mM y 1 M, con una
relacion anillo antibiotico/donador de acilo que
oscila entre 5 x 10−4 y 1,5. La concentracion de
tampon puede variar entre 0 y 1 M.
2. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 1,
caracterizado porque la Penicilina G Acilasa se
obtiene de los siguiente microorganismos: Esche-
richia coli, Kluyvera citrophila, Bacillus megate-
rium o Proteus rettgeri.
3. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion
2, caracterizado porque los soportes utilizados
para la inmovilizacion de penicilina G acilasa
son: geles de agar, geles de agarosa, partculas
de celulosa, slice, vidrio poroso, alumina, resinas
acrlicas sinteticas u otros similares, conteniendo
de grupos aldehido sencillos que se obtienen por
oxidacion con peryodato de soportes conteniendo
grupos glicol obtenidos previamente.
4. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 3,
caracterizado porque los soportes agar-glicol y
agarosa-glicol se preparan por etericacion de ge-
les de agar o agarosa con 2,3 epoxipropanol en
medios fuertemente basicos y en presencia de con-
centraciones de borohidruro superiores a 1 mg/ml
para evitar la oxidacion inespecca de los geles y
cambios morfologicos y texturales de los soportes.
5. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 3,
caracterizado porque la concentracion de gru-
pos aldehido en los soportes utilizados para inmo-
vilizar penicilina G acilasa esta comprendida en-
tre 1 y 1000  equivalentes por ml de soporte; es-
tas concentraciones de grupos activos correspon-
den a densidades superciales de grupos aldehido
comprendidas entre 5 y 25 residuos por 1000 de
supercie de soporte.
6. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 4,
caracterizado porque la inmovilizacion de pe-
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nicilina G acilasa sobre soportes aldehido se rea-
liza en las siguientes condiciones experimentales:
i.- Densidad supercial de grupos aldehido en el
soporte comprendida entre 10 y 25 residuos Alde-
hido por 1000 amstrongs cuadrados de supercie
de soporte, ii.- pH comprendido entre 9 y 10.5,
iii.- tiempos de contacto entre el enzima inmovili-
zado y el soporte activado comprendidos entre 30
minutos y 24 horas, iv.- temperatura compren-
dida entre 4 y 30C, v.- presencia de penicilina G
sulfoxido, un inhibidor competitivo del enzima, en
concentraciones comprendidas entre 0.5 y 10 mM,
vi.- reduccion con borohidruro utilizando concen-
traciones de agente reductor comprendidas entre
0.1 y 2 mg/ml, tiempos de reduccion entre 15 mi-
nutos y 2 horas y temperatura de reduccion entre
4 y 30C.
7. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 1,
caracterizado porque el cosolvente apolar es di-
metilformamida u otros disolventes apolares si-
milares (como acetona, alcohol isoproplico, dio-
xano, tetrahidrofurano y otros) que a concentra-
ciones del 50 % provocan aumentos de mas de una
unidad de pH en el pK del acido fenilacetico.
8. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 1,
caracterizado porque el nucleo antibiotico es
un anillo  lactamico (6APA, 7ACA, 7ADCA,
7ADACAT, 7ADACAP u otros nucleos simila-
res).
9. Un procedimiento de sntesis enzimatica de
antibioticos semisinteticos segun reivindicacion 1,
caracterizado porque el nucleo antibiotico es
una anillo monobactamico (3 AMB u otros).
10. Un procedimiento de sntesis enzimatica
de antibioticos semisinteticos segun reivindi-
cacion 1, caracterizado porque el donador de
acilo es el acido fenilacetico o un sustrato analogo
de estructura Anillo-CHX-COOH, donde el anillo
es un nucleo aromatico sencillo (grupo fenilo, p-
hidroxifenilo) o una anillo hidrofobico de tama~no
similar (grupo tienil, grupo tetrazol u otros) y
donde el sustituyente X en el carbono O es un
atomo de hidrogeno o un grupo peque~no no ioni-
zado (OH, CH3, NH2, COOH u otros).
11. Un procedimiento de sntesis enzimatica
de antibioticos semisinteticos segun reivindica-
cion 1, caracterizado porque el Antibiotico sin-
tetizado es cefalotina, u otros antibioticos semi-
sinteticos de estructura similar en los que la po-
sicion O de la cadena lateral es un grupo metilen
sin sustituir de acuerdo con las demas especici-
dades descritas en reivindicacion 10.
12. Un procedimiento de sntesis enzimatica
de antibioticos semisinteticos segun reivindica-
cion 1, caracterizado porque el Antibiotico sin-
tetizado es hidroxipenicilina, cefamandol, metil-
penicilina u otras penicilinas, cefalosporinas o
monobactamas semisinteticas de estructura simi-
lar de acuerdo con las especicidades descritas en
reivindicacion 10.
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